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摘要 目的 研究长链非编码 ＲNA( lncＲNA) DGUOK-AS1

对肺鳞癌增殖和凋亡的影响。方法 利用癌症基因组图谱

( TCGA) 数据库进行筛选，结果显示 lncＲNA DGUOK-AS1 在

肿瘤组织和正常组织中的表达量存在差异; 利用 siＲNA 干扰

技术降低肺鳞癌细胞株 NCI-H520 和 SK-MES-1 中 DGUOK-

AS1 的表达，CCK-8 实验检测细胞增殖，流式细胞仪检测细

胞凋亡，使用 Western blot 检测细胞增殖、凋亡以及 Wnt /β-

Cantenin 通路相关蛋白的表达。结果 与人正常肺上皮细

胞( BEAS-2B) 相比，DGUOK-AS1 在肺鳞癌 NCI-H520 和 SK-

MES-1 细胞中的表达升高( P ＜ 0. 001 ) ; CCK-8 实验结果显

示，在 NCI-H520 和 SK-MES-1 细胞中，与对照组相比，干扰

DGUOK-AS1 可降低细胞的增殖能力( P ＜ 0. 01 ) ; 流式细胞

术凋亡检测结果显示，在 NCI-H520 和 SK-MES-1 细胞中，与

对照组相比，干扰 DGUOK-AS1 可促进细胞凋亡( P ＜ 0. 01) ;

Western blot 结果显示，降低 DGUOK-AS1 的表达可降低细胞

中 PCNA、Bcl-2、β-cantenin、c-myc、cyclin D1 蛋白的表达，升

高 Bax 蛋白的表达; ＲNA 质核分离实验表明，DGUOK-AS1

主要定位于细胞质。结论 lncＲNA DGUOK-AS1 在肺鳞癌

细胞中表达升高，高表达的 DGUOK-AS1 可能通过影响 Wnt /

β-Cantenin 通路进而促进细胞增殖，抑制细胞凋亡，DGUOK-

AS1 可能成为肺鳞癌治疗的重要分子靶标。
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在中国，肺癌是相当常见的恶性肿瘤，其发生率

和病死率均很高［1］。非小细胞肺癌大约占肺癌类

型的 85%，而肺鳞癌又是非小细胞肺癌的主要病理

类型，且与肺腺癌相比，肺鳞癌发病机制的研究和治

疗明显滞后［2 － 3］。长链非编码 ＲNA( long non-coding
ＲNA，lncＲNA) 属于一组没有蛋白质编码能力的转

录本，全长 200 多个核苷酸［3］，具有保守的二级结

构，可与蛋白质、DNA 和 ＲNA 相互作用，通过多种

机制在多种层面调控基因的表达。已有文献［4 － 6］报

道，lncＲNA 参与人类多种癌症的发生和发展，与细

胞周期、信号转导以及细胞凋亡等途径密切相关。
通过 TCGA 数据库筛选，与正常组织相比，lncＲNA
DGUOK-AS1 在肿瘤组织中表达量异常升高，采用

ＲNA 干扰技术下调 lncＲNA DGUOK-AS1 的表达，研

究 DGUOK-AS1 对肺鳞癌增殖和凋亡的影响及机

制。

1 材料与方法

1． 1 材料 肺鳞癌 NCI-H520 和 SK-MES-1 细胞株

均购自上海生命科学研究院; 胎牛血清( PN 血清和

BI 血清) 、DMEM 高糖培养基、ＲPMI 1640 培养基以

及 0. 25%细胞胰酶消化液均购自合肥飒英斯生物

科技有限公司; TＲIzol 试剂和 Lipofectamine 2000 均

购自美国 Invitrogen 公司; DGUOK-AS1 引物、siＲNA
及阴性对照 siＲNA-NC 均购自合肥通用生物公司;

荧光定量 PCＲ 检测试剂盒购自日本 Takara 公司;

CCK-8 检测试剂盒购自日本同仁公司; Annexin V /
PI 法细胞凋亡检测试剂盒购自德国 Biolegend 公司;

PCNA、Bcl2、Bax、cyclin D1、c-myc 和 β-cantenin 抗体

均购自武汉三鹰生物技术有限公司; ＲNA 质核分离

试剂盒购自美国 Invitrogen 公司。
1． 2 方法

1． 2． 1 细胞培养 在 37 ℃、5% CO2 的培养条件

下，用 ＲPMI 1640 培养基培养 NCI-H520 细胞，用

DMEM 高糖培养基培养 SK-MES-1 细胞，当培养皿

内细胞的融合度约 90%时，则进行细胞传代及后续

相关实验。
1． 2． 2 细胞瞬时转染 细胞传代时，将 NCI-H520
和 SK-MES-1 细胞接种于 6 孔板，第 2 天待细胞密

度约 40% ～60%时，按照 Lipofectamine 2000 转染试

剂说 明 进 行 实 验 操 作，将 DGUOK-AS1-siＲNA 和

siＲNA-NC 基因序列分别转染于 NCI-H520 和 SK-
MES-1 两种肺鳞癌细胞中。
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1． 2． 3 qＲT-PCＲ 检测 DGUOK-AS1 的表达 利用

TＲIzol 试剂提取细胞中的总 ＲNA，使用 Takara 逆转

录试剂和 qＲT-PCＲ 定量试剂盒检测 DGUOK-AS1 的

表达，以 GAPDH 作为内参，计算 DGUOK-AS1 的相

对表达量。
1． 2． 4 CCK-8 检测细胞增殖 将 DGUOK-AS1-siＲ-
NA 和 siＲNA-NC 基因序列分别转染于 NCI-H520 和

SK-MES-1 细胞，48 h 后，胰蛋白酶进行消化，分别接

种于 96 孔板中，平行设置 5 个复孔，置于 37 ℃、5%
CO2 温箱中培养，分别检测 0 、24 、48 、72 和 96 h 细

胞的增殖情况。每孔加入 10 μl 的 CCK-8 试剂，温

箱温育 2 h 后，利用自动酶标仪测定双波长 450 、
630 nm 处的吸光度值。
1． 2． 5 细胞凋亡检测 将 DGUOK-AS1-siＲNA 和

siＲNA-NC 基因序列分别转染于 NCI-H520 和 SK-
MES-1 细胞，48 h 后，用不含 EDTA 的胰酶消化细

胞，采用 Annexin v FITC /PI 双染，通过流式细胞仪

对干扰组和对照组的细胞凋亡情况进行检测并分析

细胞凋亡率的变化。
1． 2． 6 Western blot 检测相关蛋白的表达变化 将

DGUOK-AS1-siＲNA 和 siＲNA-NC 基因序列分别转

染于 NCI-H520 和 SK-MES-1 细胞，48 h 后提取总蛋

白，用 BCA 试剂盒进行蛋白浓度的测定。然后进行

SDS-PAGE 电泳，再将其转到 PVDF 膜上，接下来用

10% 的脱脂牛奶封闭，再分别加入相对应的一抗，4
℃孵育过夜。用 TBST 溶液洗膜 3 次后，加入配好

的二抗，室温孵育 1 h，即可进行曝光，检测蛋白的表

达情况。
1． 2． 7 ＲNA 质核分离验证 DGUOK-AS1 的亚细胞

定位 收集 NCI-H520 和 SK-MES-1 细胞，严格按照

试剂盒操作说明，提取细胞总 ＲNA、细胞质 ＲNA 以及

细胞核 ＲNA，接下来使用 Takara 逆转录试剂和 qＲT-
PCＲ 定量试剂盒分别检测 DGUOK-AS1 的表达，以

GAPDH 作为细胞质内参，U6 作为细胞核内参。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 16. 0 软件进行数据

分析，以上实验均重复 3 次，两组独立样本之间均值

的比较，采用的统计学推断方法为 t 检验，样本统计

量 t 值用 SPSS 软件进行数据分析，当 P ＜ 0. 05 时，

被认为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 DGUOK-AS1 在肺鳞癌组织和细胞系中均呈

高表达 首先通过 TCGA 数据库进行筛选，结果显

示肺鳞癌组织中 lncＲNA DGUOK-AS1 高表达( P ＜
0. 05) 。见图 1A。随后在细胞系中进行验证，qＲT-
PCＲ 结 果 显 示，肺 鳞 癌 细 胞 系 NCI-H520 和 SK-
MES-1 中 DGUOK-AS1 的表达水平高于正常肺上皮

细胞( BEAS-2B) ( NCI-H520: t = 153. 2，P ＜ 0. 001;

SK-MES-1: t = 121. 8，P ＜ 0. 001) 。见图 1B。因此，

选取 lncＲNA DGUOK-AS1 作为后续的研究对象。

图 1 LncＲNA DGUOK-AS1 的差异表达

A: TCGA 数据库中，DGUOK-AS1 在肺鳞癌组织和正常组织中存

在差 异 表 达; 与 正 常 组 织 比 较: * P ＜ 0. 05; B: qＲT-PCＲ 检 测

DGUOK-AS1 在正常肺上皮细胞( BEAS-2B) 和肺鳞癌细胞株( NCI-

H520 和 SK-MES-1) 的差异表达; 与 BEAS-2B 细胞株比较: ＊＊＊P ＜

0. 001

2． 2 干扰 DGUOK-AS1 对肺鳞癌细胞增殖的影响

为了进一步探究 DGUOK-AS1 在肺鳞癌发生发展

中所 发 挥 的 作 用，首 先 利 用 siＲNA 技 术 干 扰

DGUOK-AS1 的 表 达，用 qＲT-PCＲ 分 别 检 测 NCI-
H520 和 SK-MES-1 细胞干扰组和对照组中 DGUOK-
AS1 的表达，与对照组相比，干扰组 DGUOK-AS1 的

表达水平下降，且差异有统计学意义( NCI-H520: t
= 55. 47，P ＜ 0. 001; SK-MES-1: t = 25. 2，P ＜
0. 001) 。见图 2A。随后，用 CCK-8 试剂检测干扰

DGUOK-AS1 对细胞增殖的影响，结果显示干扰组的

细胞增殖能力降低( P ＜ 0. 01) 。见图 2B、C。随后，

检测增殖细胞核抗原 PCNA 蛋白表达的变化，结果

显示干扰组 PCNA 表达下降。见图 2D、E。以上实

验结果提示，当 DGUOK-AS1 表达量降低时，肺鳞癌

细胞的增殖可能受到抑制。
2． 3 干扰 DGUOK-AS1 对肺鳞癌细胞凋亡的影响

首先利用 siＲNA 技术降低 DGUOK-AS1 的表达，
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流式细胞术检测 DGUOK-AS1 干扰组和对照组细胞

的凋亡情况，结果显示与对照组相比，降低 DGUOK-
AS1 的表达可使肺鳞癌细胞凋亡率增加，差异有统

计学意义( NCI-H520: t = 37. 3，P ＜ 0. 001; SK-MES-
1: t = 58. 48，P ＜ 0. 01 ) ，见图 3A ～ D。Western blot
结果显示，肺鳞癌细胞中抗凋亡蛋白 Bcl2 表达降

低，而促凋亡蛋白 Bax 表达升高，从而促进肺鳞癌细

胞的 凋 亡，见 图 3E、F。以 上 结 果 显 示，干 扰

DGUOK-AS1 可促进肺鳞癌细胞的凋亡。
2． 4 干扰 DGUOK-AS1 对 Wnt /β-Cantenin 信号

通路相关蛋白表达的影响 为了检测 DGUOK-AS1
是否可以通过 Wnt /β-catenin 通路影响肿瘤细胞的

增殖和凋亡，利用 Western blot 检测 Wnt /β-catenin
信号通路相关蛋白: β-catenin、c-myc 及 cyclin D1 蛋

白的表达。结果显示，相对于对照组，β-catenin、c-
myc 及 cyclin D1 蛋白在 DGUOK-AS1 干扰组的表达

降低( NCI-H520: t = 22. 25，P ＜ 0. 001; t = 28. 15，P ＜
0. 001; t = 38. 17，P ＜ 0. 001; SK-MES-1: t = 34. 64，P

＜ 0. 001; t = 60. 47，P ＜ 0. 001; t = 15. 12，P ＜ 0. 01) ，

见图 4A ～ D。以上数据表明，下调 DGUOK-AS1 的

表达可能通过抑制 Wnt /β-cantenin 信号通路，从而

影响肺鳞癌细胞的增殖及凋亡。
2． 5 lncＲNA DGUOK-AS1 在细胞中的主要定位

为了深入探究 DGUOK-AS1 可能的作用机制，首

先对 DGUOK-AS1 的亚细胞定位进行验证，利用 ln-
cLocator 数据库对 DGUOK-AS1 的定位进行预测，预

测结果提示 DGUOK-AS1 可能主要定位于细胞质。
见表 1。随后在肺鳞癌 NCI-H520 和 SK-MES-1 细胞

中进行验证，以 GAPDH 作为质内参，U6 作为核内

参，ＲNA 质核分离结果显示 DGUOK-AS1 主要位于

细胞质( 图 5A、B) ，这提示 DGUOK-AS1 可能发挥

CeＲNAs 的作用来调节下游基因，从而进一步影响

肺鳞癌的发生发展。

3 讨论

肺鳞癌是比较常见的非小细胞肺癌的病理类

图 2 干扰 DGUOK-AS1 对 NCI-H520 和 SK-MES-1 细胞增殖的影响

A: qＲT-PCＲ 检测 DGUOK-AS1 的相对表达水平; 与 si-NC 组比较: ＊＊＊P ＜ 0. 001; B、C: CCK-8 试剂检测干扰 DGUOK-AS1 对 NCI-H520 和

SK-MES-1 细胞增殖的影响; 与 si-NC 组比较: ＊＊P ＜ 0. 01 ; D、E: Western blot 检测增殖细胞核抗原( PCNA) 在 NCI-H520 和 SK-MES-1 细胞中的

表达变化; 1: si-NC 组; 2: si DGUOK-AS1 组
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图 3 干扰 DGUOK-AS1 对 NCI-H520 和 SK-MES-1 细胞凋亡的影响

A、B: 流式细胞术检测干扰 DGUOK-AS1 对 NCI-H520 细胞凋亡的影响; 与 si-NC 组比较: ＊＊＊ P ＜ 0. 001; C、D: 流式细胞术检测干扰

DGUOK-AS1 对 SK-MES-1 细胞凋亡的影响; 与 si-NC 组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; E、F: 干扰 DGUOK-AS1 后，Western blot 检测 NCI-H520 和 SK-MES-1

细胞中抗细胞凋亡蛋白( Bcl2) 和促细胞凋亡蛋白( Bax) 的表达变化; 1: si-NC 组; 2: si DGUOK-AS1 组

图 4 干扰 DGUOK-AS1 对 Wnt /β-Cantenin 信号通路相关蛋白表达的影响

A、B: Western blot 检测 NCI-H520 细胞中 β-cantenin、c-myc、cyclin D1 蛋白的表达变化; 与 si-NC 组比较: ＊＊＊P ＜ 0. 001; C、D: Western blot

检测 SK-MES-1 细胞中 β-cantenin、c-myc、cyclin D1 蛋白的表达变化; 1: si-NC 组; 2: si DGUOK-AS1 组; 与 si-NC 组比较: ＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊P ＜

0. 001
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表 1 lncLocator 数据库对 DGUOK-AS1 定位预测

亚细胞定位 分数

细胞质 0． 381
细胞核 0． 162
核糖体 0． 157
胞液 0． 198
外泌体 0． 101
预测定位 细胞质

图 5 lncＲNA DGUOK-AS1 在 NCI-H520 和

SK-MES-1 细胞中的主要定位

型，在全世界每年约有 40 多万人死于肺鳞癌，且其

发病常与吸烟密切相关。由于肺鳞癌缺乏可以作为

药物靶点的致瘤突变，晚期肺鳞癌的标准治疗以化

疗为主，因此，至今鲜有较好的靶向治疗手段［7］。
近年来，随着高通量测序、基因芯片等技术的兴起，

研究［8 － 10］表明在多种类型的肿瘤中，lncＲNA 的异

常表达对寻找有效的肿瘤治疗靶点具有重要的参考

意义。lncＲNA 调控肿瘤的作用机制主要有 2 种: 转

录水平调控和转录后水平调控。前者在细胞核内通

过与核内因子作用发挥调控作用; 后者可以在细胞

质中竞争内源 ＲNAs( CeＲNAs) ，在肿瘤的发生发展

过程中发挥非常重要的调控作用。相关文献［11 － 12］

报道，LncＲNA ＲHPN1-AS1 可以通过抑制细胞迁移

和增殖在头颈部鳞状细胞癌中发挥负调控作用，Ln-
cＲNA ZEB1-AS1 可以通过在宫颈癌中上调 ZEB1 的

表达，参与细胞侵袭和上皮向间充质转化( EMT) 。
另外也有研究［13 － 14］报道，LncＲNA LINC01089 可作

为临床预后的标志，并通过调节 Wnt /β-cantenin 信

号通路抑制乳腺癌细胞生长，lncＲNA PCAT6 也通

过 Wnt /β-cantenin 信号通路影响细胞增殖和迁移，

同时也是宫颈癌的预后指标。
目前与肺鳞癌相关的 lncＲNA 的研究尚未深

入，lncＲNA 在肺鳞癌发生、发展中的功能及机制亟

待进一步探索。对于 LncＲNA DGUOK-AS1 的研究

较少，仅有少数文献［15］报道其在宫颈癌中高表达，

影响宫颈癌的发生发展，但在其他肿瘤中尚未报道。
在该研究中，TCGA 数据库显示 DGUOK-AS1 在肺鳞

癌组织中高表达，同时细胞学实验证实 DGUOK-AS1
在肺鳞癌细胞系中也呈现高表达。DGUOK-AS1 的

干扰抑制肺鳞癌细胞的增殖，促进细胞的凋亡，这决

定了 DGUOK-AS1 在肺鳞癌中起癌基因的作用。此

外，降低 DGUOK-AS1 的表达，Western blot 结果显示

Wnt /β-cantenin 信 号 通 路 相 关 蛋 白: β-cantenin、c-
myc 及 cyclin D1 蛋白表达降低，表明 DGUOK-AS1
可能通过激活 Wnt /β-cantenin 信号通路，进而影响

肺鳞癌细胞的增殖及凋亡。
文献［15］中证实位于细胞质中 DGUOK-AS1 可

与 miＲ-653-5p 结合影响其靶基因 EMSY 的表达，从

而影响宫颈癌细胞的增殖。该研究表明肺鳞癌细胞

中 DGUOK-AS1 也主要定位于细胞质，提示这可能

通过发挥 CeＲNAs 的作用影响肺鳞癌细胞的增殖与

凋亡。该研究后续将通过多个数据库预测及筛选肺

鳞癌细胞中 DGUOK-AS1 所靶向的 miＲNA，并利用

双 荧 光 素 酶 报 告 实 验 进 行 验 证，进 一 步 探 究

DGUOK-AS1 影响肺鳞癌发生发展的内在分子机制。
综上所述，该研究初步表明 lncＲNA DGUOK-

AS1 可以促进肺鳞癌细胞增殖，抑制肺鳞癌细胞的

凋亡，可能为肺鳞癌患者治疗策略的探索提供新的

思路。
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Effect of long non-coding ＲNA DGUOK-AS1 on proliferation
and apoptosis of lung squamous cell carcinoma

Cao Yanhong，Wang Baolong
( Dept of Clinical Laboratory，Affiliated Provincial Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001)

Abstract Objective To investigate the effect of lncＲNA ( DGUOK-AS1 ) on proliferation and apoptosis of lung
squamous cell carcinoma． Methods LncＲNA DGUOK-AS1 was found to be different in tumor tissues and normal
tissues by TCGA database． SiＲNA interference technology was used to decrease the expression of DGUOK-AS1 in
lung squamous cell lines NCI-H520 and SK-MES-1． Cell proliferation was detected by CCK-8 method，and flow cy-
tometry was used to detect changes in cell apoptosis，then Western blot was used to detect related proteins changes
in cell proliferation，apoptosis and Wnt /β-Cantenin pathway． Ｒesults Compared with human normal lung epithe-
lial cells ( BEAS-2B) ，the expression of DGUOK-AS1 increased in lung squamous cell carcinoma NCI-H520 and
SK-MES-1 cells( P ＜ 0. 001) ． The results of CCK-8 assay showed that decreased DGUOK-AS1 expression in NCI-
H520 and SK-MES-1 could inhibit the proliferation ability of the cells compared with the negative control ( P ＜
0. 01) ． Flow cytometry apoptosis detection results showed that reduced expression of DGUOK-AS1 could promote
apoptosis with the negative control in NCI-H520 and SK-MES-1 cells ( P ＜ 0. 01 ) ． The results of Western blot
showed that decreased expression of DGUOK-AS1 could reduce the expression of PCNA，Bcl-2，β-Cantenin，c-myc
and Cyclin D1 proteins，and increase the expression of Bax proteins． ＲNA plasmid separation experiments showed
that DGUOK-AS1 was mainly located in the cytoplasm． Conclusion The expression of long non-coding ＲNA
DGUOK-AS1 increased in lung squamous cell carcinoma cells． The highly expressed DGUOK-AS1 may promote
cell proliferation and inhibit cell apoptosis by affecting the Wnt /β-Cantenin pathway，and DGUOK-AS1 may be an
important molecular target for the treatment of lung squamous cell carcinoma．
Key words lncＲNA; DGUOK-AS1; lung squamous cancer; Wnt /β-cantenin pathway
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